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Abstract 
Although Mycobacterium tuberculosis is one of the first identified pathogenic bacteria in man， the biochemical 
and immunochemical characterization of the bacterial antigens have been limited by difficulties in dealing with 
this bacilli in vitro 
As the the cloning and DNA recombination technique have been considered to be an effective strategy to 
survey the genes encoding protein antigens relevant for such studies， M. tuberculosis genomic DNA was isolated 
and the fragments with randomly generated endpoints were used to construct a lambda gtl reconbinant lib 
rary. The antigens encoded by the recombinant could be accumulated in Escherichia coli strain defective in pro 
tein degradation (l側)， because gtl permits insertion of foreign DNA in the iJ -galactosidase strudtural gene， 1αc 
Z， and promotes synthesis of hybrid proteins. A very low molecular weight polypeptide， .compared with the 
size of recombinant DNA， was detected by Western blotting with hyperimmune rabbit serum. These results 
have indicated that mycobacterial DNA could be expressed in E. coli， but the transcription.translation appar. 
atus of this enterobateria would recognize some M. tubeγculosis amino acid.coding.DNA sequence as the initia 





菌と総称されている 1)。抗酸菌は，また，その生育速度にもとづいて，世代時間が 3~4 時間の
速育菌 fast.grower(M. smegmatisや烏型結核医JM. aviumなど)と，生育がきわめて緩慢で、とき
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ITR Bioch印 licalResearch (米国シカゴ市)より譲与された M.tuberculosis BCG 361株を Davis
らの方法l)に従って PTO培地，およびSauton培地で培養した。菌の生育が対数増殖期前期に達
した時，あらかじめ液過滅菌した D シクロセリンを最終濃度 1mg/mlとなるように培地に添加
し，さらに 7日間培養を続けた。培養後，遠心分離によって集菌した菌体を50mMエチレンジア





クロロホルム フェノール混液 (1 l，v/v)を加えて室温で15分間撹狩した。 3，OOOXgに
て30分間遠心分離を行って水層を分取した後 これに等容のクロロホルム イソアミルアルコー
ル混液 (24: 1， v/v)を加えて15分間撹杵した。 3，000Xgにて15分間冷却遠心分離を行って
水層を分取し，これに2.5倍容の冷エチルアルコールを加えて粗 DNAを析出させた。こうして
得た粗DNAを0.4塩化ナトリウム水溶液に懸濁し，.l.5%(w/v)セチルトリメチルアンモニウ




精製 DNAをO.lM塩化ナトリウム/0.1μMEDTA/20μMトリス 塩酸緩衝液 (pH7.5)に
溶解し， 25ゲージの皮下針を通過させて平均5，000塩基対(5 kb)の長さに切断した。 t)日断の程
度は水平型アガロースゲル電気泳動によってモニターした。次いで、 DNA溶液に50μlのEcoRIメ
チラーゼ緩衝液(1μM EDTA/50μMトリスー塩酸緩衝液， pH 7.5) と5μlの10μMSアデ
ノシルーL~ メチオニン，および過剰量の Eco RIメチラーゼを加えて DNAのEcoRI切断をメチル
化した後， T4DNAポリメラーによって DNA末端をブラント化した。この DNA溶液に等容の冷
エチルアルコールを加えて DNAを沈澱回収した後，これを10f1M塩化マグネシウム/10μM




EDTA/lOμMトリス 塩酸緩衝液 (pH7.5)に溶解した後，定法に従ってファージ lambdagtll 




すなわち， 0.2% (w/v)マルトース添加培地 (LB)で培養して細胞表面のファージ受容体を誘










してさらに 3時間培養を続けた。フィルターを取り出して TES緩衝液 (O.lM塩化ナトリウム/
プレートを370Cに移
(w/v)の牛血清ア
ルブミン (BSA) をふすむ TES緩衝液 (B-TES) に30分間浸してブロックをおこない，次いで
フィルターを TES緩衝液で103倍に希釈した抗血清をふくむ B-TESに移して室温で 1時間抗原
5% O.OlmM EDT A/50mMトリス一塩酸緩衝液， pH 8.0)で洗浄した後，
および0.05%(w/v) Tween80 
をふくむ TES緩衝液で、洗浄し，さらに放射性ヨード標識プロテイン A (NEN杜， 125I_Protein A， 
抗体反応をおこなわせた。反応後フィルターを， TES緩衝液，









































Absorption spectrum of the purified DNA 
preparation scanned with a Beckman UV 




Strategy of construct a comprehensive 













は3X 104pfuの一次ファージ粒子を得，さらに大腸菌 Y-I088株を宿主として 1ml当り lOl1pfu



















Fig. 3 Arrays of antigens from mycobacterial 
DNA clones probed with rabbit hyper 
immune serum. The arrow (A) and (8) 
were typical examples of a strong sig 
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Fig. 4 Agarose gel electrophoresis of DNA 
from gtI: M. lubercωosis recombinant 
molecules before (Ianes 2， 4， and 6) 
and after (lanes 3， 5， and 7 ) diges 
tion with restriction enzymes indi. 
cated. Bacteriophage lambba DNA 
digested with Sty 1 was used as size 
marker (lane 1). The sizes of frag 




























Fig. 5 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
and Westernblotting analysis of hyb-
rid protein accumulated. Lysate were 
loaded on polyacrylamide， subjected to 
electrophoresis， and blotted on a nit 
rocellulose filter. The filter was incu 
bated with anti-serum followed by in 
125 cubation with"""I-protein-A， and pro 
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Fig. 6 Molecular map of galactosidase: M. tuberculosis 
recombinant region. _， s -galactosidase 
structural gene; - ， M. tubercωosis DNA in 
serted; Tl， T2， base sequences recognized as the 
termination codon by E. coli; !， base sequences 
recognized as the initiation codon by E. coli; E， 
Eco R! cleaving site. The orientation 01 trans 













出されないことから， T]はpー ガラクトシダーゼ遺伝子の下流に位置し， しかもこの酵素遺伝子
のきわめて近傍に存在していることが示唆された。その後，開始領域Iからの第二のタンパク質
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